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体重200--250 g の雄性モルモットから三叉神経節を摘出， collagenase, trypsin による酵素処理を行い， poly-Dｭ
lysine でコーティングしたカバーグラス上で培養を行った。培養液は牛胎児血清，及び NGF を含む DMEM を用い，
さらに神経細胞以外の細胞増殖抑制のため cytosine arabinoside を添加した。
培養細胞を Zamboni 液で固定後，間接蛍光抗体法により免疫染色を行った。一次抗体には neurofilament protein 
(NFP) , substance P (SP) , calcitonin gene-related peptide (CGRP) の各抗体を，二次抗体には lissamine
rhodamine 標識した IgG 抗体を使用した。
本培養細胞にカルシウムイオン蛍光プロープ指示薬である fura-2/ AM を取り込ませた後，倒立蛍光顕微鏡のステー
ジにセットし，人工脳脊髄液による濯流下にて 2 波長蛍光測定法 (340nm ， 380nm) により経時的に蛍光強度を測定
し， ARGUS-50/CA システム(浜松フォトニクス)を用いて [Ca 2 つ i を解析した。
発痛物質は bradykinin (BK) , histamine , acety lcholine (ACh) , SP , serotonin , capsaicin を使用した。
【結果及び考察】
( 1 )本培養細胞は，培養開始後 2 日目には突起を伸ばし始め， 7 日目には数本の突起を伸ばし，線維がネットワー
クを形成した。本培養細胞のほとんどのものは NFP 陽性反応を示し，神経細胞であることが示された。また， SP 陽
性， CGRP 陽性反応を示した細胞の割合はそれぞれ 8 %, 10%であった。
(2) B 2 受容体の作動薬である BK (10-9-- 1Q- 5 M) の刺激により一過性の [Ca2 +Ji の上昇がみられた。1Q- 5M
BK により反応を示した細胞は測定した全細胞中31%であった。しかし， B1 受容体の作動薬である des-Arg 9 -BK の
刺激では変化はみられなかったことにより，本培養細胞には B2 受容体が存在し BK による [Ca2+J i の上昇に関与
することが示唆された。
(3) Histamine (10-5--5 x10 -4M) の刺激により [Ca2 +Ji の一過性の上昇が生じ 5 x10-4 M histamine により
測定細胞中29%の細胞において反応がみられた。この histamine の刺激による反応は H，受容体の桔抗薬である
pyrilamine の前処置により措抗されたが， H2 受容体の措抗薬である cimetidine の前処置では影響を受けなかった。
また， Hl 受容体の作動薬である 2 -pyridylethylamine の刺激により histamine と同様の [Ca2 +Ji の増加がみられ
たが， H2 受容体の作動薬である impromidine の刺激では反応はみられなかった。これらの結果，本培養細胞には
Hl 受容体が存在し， histamine による [Ca2 +Ji の上昇に関与することが示唆された。
(4) ACh (10-5--5x10- 5 M) の刺激により [Ca2 +Ji の一過性の上昇がみられ， 5 x10-5M ACh により測定細胞中
16%の細胞で反応がみられた。 ACh 刺激による反応はムスカリン様 ACh 受容体の措抗薬である atropine の前処置に
より措抗されたが，ニコチン様 ACh 受容体の括抗薬である hexamethonium の前処置では影響を受けなかった。ま
た， carbachol の刺激により ACh と同様の [Ca2 +Ji の上昇がみられたが nicotine の刺激では反応はみられなかっ
た。これらの結果，本培養細胞にはムスカリン様 ACh 受容体が存在し， ACh による [Ca2 +Ji の上昇に関与すること
が示唆された。
(5) Capsaicin (10-8-- 1O- 5 M) の刺激により [Ca2+J i の上昇がみられ，その大きさは他の発痛物質と比較して大
きく，持続時間も長かった。 10-5 M capsaicin により反応した細胞は測定した細胞中14%であった。
(6) SP の刺激で [Ca2 +Ji が上昇した細胞は測定細胞中 3%であり，その上昇は非常に小さなものであった。また，
serotonin の刺激では [Ca2+J i に変化はみられなかった。この結果， SP , serotonin は本培養細胞には発痛物質とし
て作用しない可能性が示唆された。
( 7) BK , histamine , ACh , capsaicin の刺激により [Ca 2 つ i の上昇がみられた細胞について免疫染色を行った結
果， SP あるいは CGRP 陽性反応を示す細胞が多くみられた。
【結論】
本培養細胞には B2 受容体， Hl 受容体，ムスカリン様 ACh 受容体が存在し，発痛物質は各々の受容体を介して
[Ca 2 +J i を上昇させ，興奮を引き起こすことが明らかとなり，本研究で用いられた方法は一次知覚神経における痛み
の受容及び伝達の研究に有用であることが示された。また，これら発痛物質に反応した培養細胞が免疫組織化学的に






度の上昇を引き起こすことが示された。また，サブスタンス P 及び CGRP が一次知覚神経における痛覚の伝導に関
与する可能性が示唆された。
本研究で得られた知見は一次知覚神経における痛みの受容及び伝達機構の研究に重要な指針を与えるものであり，
博士(歯学)の学位を得る資格があるものと認めるo
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